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RESUMO 


Objetivos: detectar a produção de bacteriocinas, determinar a suscetibilidade das amos- 
tras coletadas a essas substâncias e estabelecer possível correlação entre bacteriocinas 

e sua ação antimicrobiana. Métodos: foram coletadas 14 amostras isoladas de processos 
infecciosos causados por cepas de Staphylococcus aureus/Meticilina resistentes (MRSA), 
de pacientes do município de Barbacena-MG. Essas amostras foram previamente identi- 
ficadas, caracterizadas como MRSA, preservadas à temperatura de -80ºC em freezer, em 
meio apropriado de manutenção com crioprotetores, skim-milke, e submetidas a testes 

no laboratório. Resultados: foram realizados 196 testes, sendo que 100% das amostras 
testadas mostraram-se produtoras de bacteriocinas. As cepas MRSAs eram, em 71,4% dos 
casos, sensíveis à ação de bacteriocinas produzidas pelas bactérias testadas, tendo o seu 
crescimento inibido. O fenômeno de autoantagonismo foi também observado em 57,1% 
das bactérias estudadas. Conclusão: os resultados demonstraram o alto potencial antimi- 
crobiano das MRSAs isoladas. O autoantagonismo exerce marcante papel na manutenção 
do equilíbrio entre as comunidades microbianas que constituem a flora humana normal. 
Diante do aumento e da rápida disseminação de bactérias patógenas multirresistentes, en- 
contradas em ambientes hospitalares e na comunidade, as bacteriocinas estudadas pode- 
riam oferecer solução alternativa na terapêutica de infecções envolvendo esses patógenos. 


Palavras-chave: Staphylococcus aureus; Agentes Antibacterianos; Antimicrobianos; 
Bacteriocinas. 


ABSTRACT 


Objectives: To detect the production of bacteriocins , determine the susceptibility of the 
samples collected for these substances and establish possible correlation between bacte- 
riocin and its antimicrobial action. Methods: 14 samples of infectious diseases caused by 
strains of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) were gotten from patients 
in the town Barbacena, MG. These samples were previously identified, characterized 
as MRSA, preserved at -80ºC in freezer, in an appropriate medium to be maintained with 
cryoprotectors, sRim-milR, and tested in the laboratory. Results: in 196 tests that were 
carried out, 100% ofthe tested samples produced bacteriocins. The strains were MRSA 
in 71,4% ofcases, sensitive to the action of bacteriocins produced by these bacteria, and 
its growth was inhibited. The self-antagonism phenomenon was observed in 57,1% of the 
strains studied. Conclusion: These results demonstrated a high anti-microbial potential of 
the MRSA samples isolated. The selfantagonism plays a significant role in maintaining 
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the balance of the microbial community that constitute 
the normal human flora. Given the increase and and 
rapid spread of these multi-resistant pathogensfund in 
hospital environments and in the community, the bacte- 
riocins could be an alternative solution in the therapeutic 
ofinfections involving MRSA. 


Key words: Staphylococcus aureus; Anti-Bacterial 
Agents; Bacteriocins. 


INTRODUÇÃO 


Os Staphylococcus são cocos gram positivo, imó- 
veis e dispostos em cachos irregulares. Compõem 
parte da flora normal de hospedeiros humanos e usu- 
almente colonizam pele e mucosa de pessoas sadias.! 
O gênero Staphylococcus tem pelo menos 30 espécies, 
sendo de importância clínica as espécies S. aureus, 
S. epidermidis e S. saprophyticus. Os S. aureus se des- 
tacam por serem os principais patógenos que coloni- 
zam pessoas saudáveis na comunidade e por partici- 
parem de infecções em pacientes hospitalizados.? 

Os produtos antagonistas microbianos são cons- 
tituídos por grande variedade de inibidores, entre os 
quais estão os antibióticos “clássicos” de baixo peso 
molecular, enzimas, bacteriófagos e bacteriocinas. 
As bacteriocinas apresentam na atualidade impor- 
tante repercussão no meio científico. Há indícios de 
que a bacteriocinogenicidade possa relacionar-se à 
virulência de alguns microrganismos e ser responsá- 
vel por importante vantagem competitiva em situa- 
ções de colonização e agressão.” 

O achado de amostras de MRSA em casos clíni- 
cos graves é cada vez mais frequente em todo o mun- 
do, situação preocupante que tem contribuído para a 
busca de novas drogas antimicrobianas e para a ins- 
tauração de linhas de pesquisa que visem a compre- 
ender melhor o mecanismo de agressão do S. aureus 
ao hospedeiro humano. 

Este trabalho objetiva o estudo da produção de 
bacteriocinas por amostras de MRSA e sua correla- 
ção com a ação antimicrobiana. 


MÉTODOS 


Este estudo foi realizado no Laboratório de Micro- 
biologia da Faculdade de Medicina de Barbacena-MG 
no ano de 2007. Foram coletadas 14 amostras isola- 
das de processos infecciosos causados por cepas de 
MRSA, de pacientes assistidos no Hospital Regional 
do município de Barbacena nesse período. Os pes- 


quisadores não tiveram acesso a informações sobre a 
origem dessas amostras, nem sobre a causa da interna- 
ção do paciente. O interesse foi verificar a capacidade 
dessas bactérias em produzir substâncias antagonistas 
tipo bacteriocinas e a sua ação antimicrobiana. O Co- 
mitê de Ética ao qual a pesquisa foi submetida julgou 
não ser necessária a sua avaliação, em decorrência do 
não-envolvimento do paciente nesse processo. 

As amostras foram previamente identificadas, ca- 
racterizadas como MRSA pelo Laboratório de Análises 
Clínicas do Hospital Regional de Barbacena-MG e trans- 
portadas ao Laboratório da Faculdade de Medicina de 
Barbacena. Elas foram preservadas à temperatura de 
-80ºC em freezer, em meio apropriado de manutenção 
com crioprotetores, skim-milke, e submetidas a testes 
em que foram avaliadas a produção de bacteriocinas e a 
determinação da suscetibilidade a essas substâncias. 

A metodologia utilizada para detectar a atividade 
bacteriocinogênica foi o método da camada dupla, 
segundo Farias et aP. 

Foi realizada a inoculação de cada uma das 14 amos- 
tras de MRSA no centro de 14 placas de hipertônico ma- 
nitol, denominadas amostras produtoras, e em 14 tubos 
contendo tioglicolato, denominadas amostras revela- 
doras, num total de 196 placas e 196 tubos. As culturas 
foram incubadas a 37ºC por 48 horas e, a seguir, subme- 
tidas à ação do clorofórmio por 20 minutos, quando as 
placas foram entreabertas por mais 20 minutos para que 
evaporasse o clorofórmio. A função do clorofórmio era 
eliminar os microrganismos presentes, deixando apenas 
a substância de interesse, a bacteriocina, caso tivesse 
sido produzida. Essas culturas foram, em seguida, re- 
cobertas com ágar tioglicolato contendo um inóculo da 
amostra reveladora. Após incubação a 37ºC por 24-48 
horas, as placas foram avaliadas quanto à presença ou 
ausência de halos de inibição do crescimento da bacté- 
ria reveladora. A existência desse halo significava que a 
bacteriocina sintetizada pela amostra produtora, a que 
foi inoculada na placa, inibiu o crescimento da amostra 
reveladora, aquela inoculada no tubo e vertida sobre a 
placa. Cada amostra isolada foi testada para a produção 
de substâncias do tipo bacteriocinas contra todas as de- 
mais isoladas, inclusive contra elas mesmas.” 


RESULTADOS 


Foram realizados 196 testes, sendo que 100% das 
amostras mostraram-se produtoras de bacteriocinas. 
Observou-se que 71,4% das amostras de MRSAs estuda- 
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das eram sensíveis à ação das substâncias antagonistas 
produzidas pelas amostras avaliadas, tendo o seu cres- 
cimento inibido. Foi também registrado o fenômeno de 
autoantagonismo em 57,1% das bactérias estudadas. 

À Tabela 1 descreve os resultados obtidos quanto 
à sensibilidade das bactérias reveladoras às bacterio- 
cinas sintetizadas pelas amostras produtoras, dispos- 
tas na vertical. À palavra sim indica que a substância 
antagonista produzida pela amostra indicada na ver- 
tical inibiu o crescimento das amostras numeradas 
na horizontal, consideradas sensíveis a essa substân- 
cia. Em verde, destaca-se o fenômeno do autoanta- 
gonismo em que as MRSAs produzem bacteriocinas 
que, além de inibirem o crescimento de outras bacté- 
rias, atuam inibindo o seu próprio crescimento. 

Na Figura 1 destacam-se as amostras três e 14, 
cujas bacteriocinas apresentaram o maior espectro 
de ação ao inibir 100% das bactérias estudadas. O cru- 
zamento dos resultados do gráfico e da tabela permite 
identificar que as amostras de maior espectro de ação 
(1,2,3,4,5,6,13,14) também foram as que apresentaram 
o autoantagonismo destacado de verde na Tabela 1. 


DISCUSSÃO 


A grande variedade de fatores de virulência produzi- 
da pelo Staphylococcus aureus, associados à sua capaci- 
dade de adquirir resistência a antibióticos, a tem tornado 
um dos microrganismos responsáveis por altas taxas de 


morbidade e de mortalidade em hospitais. No Brasil, S. 
aureus é o microrganismo mais comumente isolado de 
infecções hospitalares” e, atualmente, tem sido frequente 
seu achado em infecções adquiridas na comunidade.º 

As bacteriocinas representam um dos sistemas 
menos estudados de defesa microbiana. Enquanto 
não se conhece muito sobre as suas relações evo- 
lutivas e seu papel ecológico, fica claro que a sua 
abundância e diversidade indiquem serem arsenais 
de eleição microbiana.” 

Os microrganismos produtores dessas substân- 
cias antagonistas são, em geral, imunes à suas pró- 
prias bacteriocinas, devido ao mecanismo de auto- 
proteção, que é específico da bactéria produtora. 
O fenômeno do autoantagonismo pode também 
ocorrer, sendo observado em 57,1% das bactérias 
avaliadas neste estudo. O autoantagonismo pode 
relacionar-se ao autocontrole da população da mi- 
croflora de determinado sítio colonizado nesse or- 
ganismo. Isso reflete na manutenção do equilíbrio 
dessa população e, consequentemente, no bem- 
estar e saúde do hospedeiro humano. É evidente, a 
partir dos dados expostos, que fatores de virulência, 
como bacteriocinas, têm potencial antimicrobiano 
com espectro considerável sobre patógenos impor- 
tantes como MRSA. 

Estudos mais aprofundados dessas substâncias co- 
locam as bacteriocinas como novas alternativas para, 
na prática médica, serem utilizadas como possibilida- 
de terapêutica no controle de processos infecciosos. 


Tabela 1 - Relação entre amostras produtoras de bacteriocinas e amostras sensíveis a esta substância 


1 2 3 4 5 6 
1 sim sim sim sim sim sim 
2 sim sim sim sim sim sim 
3 sim sim sim sim sim sim 
4 sim sim sim sim sim sim 
5 sim sim sim sim sim sim 
6 sim sim sim sim sim sim 
7 sim sim sim 
8 sim sim 
g sim sim 
10 sim sim sim 
1 sim sim sim 
12 sim sim 
13 sim sim sim sim sim sim 
14 sim sim sim sim sim sim 
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7 8 9 10 1 12 13 14 
sim sim sim sim 
sim sim sim sim sim sim 
sim sim sim sim sim sim sim sim 

sim sim sim sim 
sim sim sim sim sim 

sim sim sim sim sim sim 

sim sim sim 
sim sim sim sim 
sim sim sim sim sim sim 
sim sim sim sim 
sim sim sim sim sim 
sim sim sim sim sim sim sim 
sim sim sim sim sim sim sim 
sim sim sim sim sim sim sim sim 
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Nº de Amostras Sensíveis 


Amostras Produtoras 


Figura 1 - Espectro de ação das bacteriocinas sintetizadas pelas amostras produtoras. 


CONCLUSÃO 


Os resultados obtidos demonstram o elevado po- 
tencial antimicrobiano das MRSAs isoladas. O auto- 
antagonismo exerce marcante papel na manutenção 
do equilíbrio entre as comunidades microbianas que 
constituem a flora normal humana. Diante do aumen- 
to e da disseminação rápida de bactérias patógenas 
multirresistentes, encontradas em ambientes hospita- 
lares e na comunidade, as bacteriocinas estudadas 
poderiam oferecer solução alternativa na terapêutica 
das infecções envolvendo esses patógenos. 
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